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L' invention se rapporte & une nouvelle utilisation de derives de 
5 neurosteroi'des, notamment de la pregnenolone, pour le traitement des lesions aigues 
ou chroniques du syst&ne nerveux, en particulier certaines maladies 
neurodegeneratives, liee notamment k leur aptitude a stabiliser et /ou augmenter la 
polymerisation des microtubules neuronaux. 

Une alteration du cytosquelette des neurones est observee dans la plupart 
1 0 des lesions du SNC et des maladies neurodegeneratives. Cette alteration peut etre la 
consequence mais aussi la cause d'une souffirance des cellules affectees. En effet, 
une depolymerisation des microtubules peut etre directement responsable du 
dysfonctionnement de certains neurones et entrainer leur mort. De plus, ces 
alteration affectent le nombre et la longueur des prolongements neuritiques des \. 
15 cellules neuronales restantes et par consequent diminue leur efficacite. Un ^ 
traitement avec du NGF qui previent l'atrophie dendritique permet une meilleur | 
recuperation fonctionnelle apres une lesion du cortex cerebral chez le rat (Kolb et £ 
al, Neuroscience 1996). La degradation du cytosquelette observee apres un , § 
traumatisme du SNC (Zhang et al., J Neuropathol exp Neurol 2000) ou un episode 
20 d'ischemie, resulte de nombreux facteurs, en particulier de ^augmentation du 
glutamate et du Ca++ intracellulaire qui entraine une depolymerisation des 
microtubules, et de l'activation de proteases comme la Calpaine qui degradent 
MAP2. L'utilisation d'un inhibiteur de la calpaine (Schumacher et al, J Neurochem 
2000) et du relargage du glutamate (Springer et al,, J Neurochem 1997) permet de 
25 diminuer les consequences d'un traumatisme medullaire chez Panimal en 
preservant partiellement le cytosquelette. 

La reparation des lesions recapitule le developpement L'existence de 
cellules souches dans certaines regions du systeme nerveux central est actuellement 
bien etablie. Les lesions stimulent la proliferation de ces cellules. Cependant ces 
30 cellules doivent migrer et se differencier. La differenciation implique au premier 
chef le developpement du cytosquelette. 

Les proteines MAP2 represented un des constituants majeurs des proteines 
associees aux microtubules neuronaux. Elles sont pr6sentes dans toutes les 
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extensions de ce qui constitue r arborisation dendritique d'un neurone, arborisation 
dont on connait Timportance pour F&ablissement des connections synaptiques 
(Matus, Microtubules 1994 ; Sanchez et al Prog.Nenrobiol 2000). Les proteines 
MAP2 sont absolument requises pour la formation des dendrites comme le montrent 
5 les travaux d'auteurs qui, par la suppression de synthese de MAP2 ont provoque 
soit 1'arrSt de croissance neuritique dans des neurones en culture (Caceres et al, 
Neuron 1992) soit 1' arret de croissance dendritique chez des souris « knock out » 
pour le g£ne MAP2 (Harada et al, J.CelLBioL 2002)- La synthese des proteines 
MAP2 n'est pas k elle seule suffisante pour induire ce processus de croissance 

10 dendritique. Certains steroides comme l'oestradiol ou la progesterone peuvent 
induire une augmentation de synthese de MAP2 (Reyna-Neyra et al, Brain Res. 
2002) sans induire de changements morphologiques spectaculaires. Par contre, 
certaines molecules se liant k MAP2 ont Ja propria fort importante et originale de 
renforcer Pactivite de cette proline, a savoir son r6le dans P activation du processus 

15 de polymerisation de la tubuline (Murakami et al, Proc Natl Acad Set USA 2000) et 
Petablissement de structures microtubulaires d'une plus grande stabilite. 

II a ete r^cemment montre que, apres une isch&nie cerebrale, des cellules 
souches pouvaient se difKrencier en neurones et s'integrer dans les circuits 
neuronaux existant (Nakatomi et al., Cell 2002). La stimulation de la croissance des 

20 neurites de ces cellules par des molecules ameliorant la polymerisation de la 
tubuline pourrait augmenter leur fonctionnalite. 

Malgr6 de nombreuses recherches, aucune cible specifique autre que des 
MAPs, na et6 identiftee a Fheure actuelle pour la PREG. 

La proline MAP2 est principalement pr£sente dans les neurones. Les 

25 molecules se liant a MAP2 ont done pour cible les cellules nerveuses. Ainsi, il 
estprobable qu'elies n'ont pas d' action notable sur les autres types cellulaires dans 
lesquelles la concentration en MAP2 est tres faible. 

Les etudes montrant un effet de la pregnenolone (PREG) in vivo sont peu 
-30 — nombreuses mais sont en faveur d ^no&te~b"eiig flque de ce sfe *roYderH a ete monln* 
que la PREG diminuait la reaction astrocytaire apr6s une 16sion cerebrale (Garcia- 
Estrada et al, Int J Devi NearoscienceT999) et P augmentation de la taille des 
astrocytes observde au cours du vieillissement (Legrand et Alonso, Brain Res 
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1998). Elle contribuait aussi a ameliorer la recuperation fonctionnelle apres un 
traumatisme m&iullaire (Guth et aL, Proc Natl Acad Sci USA 1994), La PREG 
protege des cellules issues d'une lign6e hippocampique (HT-22) d'une toxicity 
induite par le glutamate et la prot&ne beta amyloide (Gursoy et aL; Neurockem Res 
5 2001). 

La PREG est le pr£curseur de toutes les hormones st£roides. Leur synthase 
implique la conversion de la structure A5-3P-OH de la PREG en structure A4-3- 
C6to (assur£e par une enzyme d£nommee 3(3HSD). La Demanderesse a bIoqu£ la 
structure A5-3p-OH pour empScher son m^tabolisme et empecher £galement la 

10 formation d' ester sulfate de PREG, molecule qui peut 6tre neurotoxique a hautes 
concentrations. Ainsi, la Demanderesse a mis en Evidence un compost, la 3- 
methoxy-pr6gnenolone (3pm£thoxy-pr6gna-5-ene-20-one, en abreg£ 3-methoxy- 
PREG), qui poss&de cette propria et qui de plus est au moins aussi actif que la 
PREG. La stabilite m&abolique de ce compose a ete verifiee par spectrometrie de v 

1 5 masse couplee h la chromatographic gazeuse. j? 

La Demanderesse considere ainsi que r invention se rapporte i la 3- J 4 
methoxy-PREG, mais aussi a toutes les molecules derivees de la pregnenolone, 
portant une fonction 3-methoxy ou presentant une fonction 3' pouvant €tre " 

20 convertie en 3 -methyl-ether. Ces molecules sont alors incapables de se convertir en 
metabolites pourvus d'activites progestatives (la progesterone est un metabolite 
directe de la PREG et, en plus de son activite hormonale, elle est un antagoniste de 
la PREG pour la polymerisation des microtubules), androgeniques, estrog^niques et 
glucocorticoTdes. Elles ne peuvent pas egalement se convertir en esters sulfates qui, 

25 a Pinstar du sulfate de PREG, pourraient avoir des effets neurotoxiques. 

Dans le cadre de la presente invention, la Demanderesse a mis en evidence 
le fait que la 3-methoxy-PREG, ou d'autres molecules seion Pinvention peuvent 
jouer un rdle majeur dans la polymerisation et/ou la stabilisation des microtubules, 
et pr£sente des activites tout k fait remarquables, pour le traitement de pathologies 

30 H6es au systeme nerveux. 

La 3-methoxy-PREG pr6sente la formule suivante : 
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Ainsi, ^invention se rapporte h I'utilisation de la 3-methoxy-PREG ou d'une 
molecule derivee de la pregnenolone portant une fonction 3-methoxy ou pr^sentant 
une fonction 3 5 pouvant etre convertie en 3 -methyl-ether, pour la preparation d'un 
medicament destine a traiter une lesion aiguS ou chronique ou une maladie 
degenerative du systSme nerveux, en particulier celles qui s'accompagnent de 
deficits neurologiques, cognitifs et neuropsychiques, ou de troubles sensoriels ou 
sensitifs (notamment les nevralgies). 

D'une fa9on plus generate, Tinvention se rapporte & Tutilisation d'une 
molecule de formule generate I, pour la preparation d'un medicament destine a 
traiter une lesion aigue ou chronique ou une maladie degenerative du syst£me 
nerveux, en particulier celles qui s'accompagnent de deficits neurologiques, 
cognitifs et neuropsychiques, ou de troubles sensoriels ou sensitifs (notamment les 
nevralgies). 

Les molecules envisagees, derivees de la pregnenolone, dans le cadre de la 
presente invention presentent la formule generale I : 



-2Ch 



RO 

dans laquelle : 
R - Hou CHjt 





^ represente 
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Rl = -CO- ; -CH(OH)- ou -CH(0-COCH 3 )- 
R2 = Hou CHC1 2 , 
R3 = H ou CH 3 , ou 
R2 et R3 forment ensemble un cycle : 

,;::ch 2 ..[;> 

5 * c ou * c . 

Dans un mode de realisation prefere, R = CH3. 

Dans un mode de realisation prefer^, ladite molecule est la 3-methoxy- 
PREG (3p-methoxy-pr6gna-5-dne-20-one). 
10 Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p-methoxy- 

pr6gna-5-ene-20"Onel7-a-dichloromethyl. 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p-methoxy-5oc- 
pregnane-20-one. . ? 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p-methoxy- ^ 
15 5a~pregnane-20p--oL 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la PREG- 
16a-methyL v 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la PREG- 
16p-methyl. 

20 Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p-hydroxy- 

pregna-5, 1 4-diene-20-one. 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la PREG- 

16a,17a-6poxy. 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la PREG-16a, 
25 17a-methylene. 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la Pregna-5-ene- 
3p,20P-diol-20-acetate. 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p-hydroxy- 
5a-pregnane-20-one- 1 6a-~methyl. 



> 
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Dans un mode de realisation particulier, ladite molecule est une molecule 
telle que citee ci-dessus dans laquetle la fonction 3-hydroxy a ete changee en 
fonction 3-methoxy. 

5 Dans un mode de realisation, ladite maladie est choisie dans le groupe 

constitue par la maladie d' Alzheimer, la perte de memoire induite par l'age (oubli 
benin) ou par la prise de substances, une lesion traumatique, une lesion cerebrate, 
une lesion de la moelle 6piniere, en particulier une compression medullaire, 
l'ischemie, la douleur, notamment la douleur nevritique, la degenerescence 
10 nerveuse, et la sclerose en plaques. 

La 3-methoxy-PREG peut egalement, dans le cadre de la presente invention 
etre utilisee pour preparer un medicament utile pour le traitement d'autres 
syndromes comme le ralentissement mental et la perte de concentration, la douleur 
incluant, la douleur aigue, la douleur post-operatoire, la douleur chronique, la 
15 douleur nociceptive, la douleur neuropathique, Ies syndromes de douleur 
psychogeniques, certains etats psychiatriques (notamment les etats depressifs), des 
episodes dissociatifs incluant l'amnesie dissociative, la fugue dissociative et le 
desordre d'identite dissociatif, d'autres maladies neurodegeneratives comme la 
maladie de Parkinson, la maladie d'Huntington, les maladies liees aux prions, la 
20 Sclerose Lat6rale Amyotrophique (SLA), la sclerose en plaques. 

D'une facon g6n6rale, on utilise la 3-methoxy-PREG ou la molecule derivee 
selon l'invention pour le traitement de toue maladie pour laquelle une 
polymerisation et/ou une stabilisation accrue des microtubules est recherchee ou 
benefique. 

25 Dans un mode de realisation prefere, et notamment pour le traitement des 

maladies liees a un dereglement du systeme nerveux central, ledit medicament 
comprend egalement un excipient ou un compose permettant de formuler ladite 3- 
ntethoxy-PREG pour permettre une meilleure traversee de la barriere hemato- 
encephalique. Un tel excipient ou compose peut aussi permettre une traversee plus 

-36 — rapidrotrplus^urabfe-de4adite4>ar^ 

Un tel excipient ou compose peut etre un peptide, tels les peptides decrits 
dansla demandTWO 00/32236, ou de la 2-pyrrblidone: 
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Les compositions pharmaceutiques utilises dans Tinvention peuvent 6tre 
administrees par n'importe quelle voie d'administration incluant, mais sans se 
limiter, la voie orale, intraveineuse, intramusculaire, intra artSrielle, intra m6dullaire 
intra ventriculaire, transdermique, sous-cutanee, intra p6riton6ale, intra nasale, 
5 enterale, topique, sublingual, ou rectaie. 

On peut envisager un traitement continu ou a long terme directement 
effectue par Tinterm&iiaire du liquide c6rebro-spinal en utilisant une pompe 
implant6e dans l'espace subarachnoTdien du cerveau ou de la moelle 6pini£re. Un tel 
implant pourrait contenir une solution concentre de 3-methoxy-PREG (par 
1 0 exemple du liquide cephalo-rachidien ou des cellules construites pour surproduire et 
s£creter une quantite suffisante de 3-m£thoxy-PREG. 

De plus, la 3-methoxy-PREG peut etre administrSe avec d'autres composes 
d'agents biologiquement actifs (par exemple des tensioactifs, des excipients, des 
transporters, des diluants et/ou des v£hicules pharmaceutiquement acceptables). , 
15 Ces composes sont bien connus de l'homme du metier. On peut trouver des details v ; 
sur ces produits dans la derntere Edition de Remington's Pharmaceutical Sciences, ^ 
(Maack Publishing Co., Easton, Pa.). • K , 

Dans les compositions pharmaceutiques de la presente invention pour,*, 
radministration orale, sublinguale, sous-cutanee, intramusculaire, intraveineuse, 
20 transdermique, locale ou rectaie, l'ingr^dient actif (3-methoxy-PREG ou molecule 
d&ivee) peut etre administre sous formes unitaires d 7 administration, en melange 
avec des supports pharmaceutiques classiques, applicables aux animaux ou aux 
Stres humains. Les formes unitaires d' administration appropries comprennent les 
formes par voie orale telles que les comprim^s, les comprimes enrobes, les drag6es, 
25 les g&ules et capsules de gelatine molle, les poudres, les granules et les solutions ou 
suspensions orales, les formes d' administration sublinguale et buccale, les formes 
d'administration sous-cutan6e, intramusculaire, intraveineuse, intranasale ou 
intraoculaire et les formes d'administration rectaie. 

Les compositions pharmaceutiques peuvent Sgalement contenir des 
30 conservateurs, solubilisants, stabilisants, agents mouillants, emulsifiants, 
£dulcorants, colorants, aromes, des sels destines k modifier la pression osmotique, 
des tampons, des correcteurs de gout ou des antioxydants. Elles peuvent egalement 
contenir d'autres substances th&apeutiquement actives. 



8 



Ainsi, les compositions pharmaceutiques selon Pinvention peuvent 
egalement contenir d'autres agents neuroprotecteurs, notamment, des composes qui 
augmentent la regeneration neuronals De tels agents peuvent etre en particulier 
choisis parmi les facteurs de croissance des neurones comrae les facteurs de 
5 croissance des fibroblastes (FGF), acide ou basique, FGF-3, FGF-4, FGF-6, ou le 
facteur de croissance des keratinocytes (KGF). On peut egalement envisager l'ajout 
d'un agent neuroprotecteur tel le facteur de croissance nerveux (NGF) ? le facteur 
neutotrophique derive du cerveau (BDNF), la neurotrophine 3 ou 4, le TGF-.beta.l, 
les interleukines, les facteurs de croissance derives de Pinsuline (IGF). 
10 On peut aussi utiliser tout autre type d' agents therapeutiques antioxydants 

neuroprotecteurs, notamment les inhibiteurs du glutamate. 

Lorsque Ton prepare une composition solide sous forme de comprim£s, on 
melange Pingredient actif principal avec un vehicule pharmaceutique tel que la 
gelatine, Pamidon, le lactose, Pacide stearique ou le stearate de magnesium, le talc, 
15 la gomme arabique ou analogues. On peut enrober les comprimes de saccharose ou 
d'autres matteres appropriees ou encore on peut les traiter de telle sorte qu'ils aient 
une activite prolongee ou retardee et qu'ils lib£rent d'une fa<?on continue une 
quantite predetermine de principe actif. 

On obtient une preparation en geiules en meiangeant Pingredient actif avec 
20 un diluant et en versant le melange obtenu dans des geiules molles ou dures, avec 
comme excipient des huiles vegetales, des cires, des graisses, des polyols semi- 
solides ou liquides etc. .. 

Une preparation sous forme de sirop ou d' elixir peut contenir Pingredient 
actif conjointement avec un edulcorant, un antiseptique, ainsi qu'un agent donnant 
25 du gout et un colorant approprie. On utilise des excipients tels Peau, les polyols, le 
saccharose, le sucre inverti, le glucose... 

Les poudres ou les granules dispersibles dans Peau peuvent contenir 
Pingredient actif en melange avec des agents de dispersion ou des agents 
mouillants, ou des agents de mise en suspension, de m£me qu'avec des correcteurs 

"30 — du gout ou des edulcorants. 

Pour une administration rectale, on recourt a des suppositoires qui sont 
prepares avec des liants fondant a la temperature rectale, par exemple du beurre de 
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cacao ou des polyols semi-solides ou liquides tels les polyethyleneglycols, des cires, 

des huiles naturelles ou hydrogenees, des graisses. . . 

Pour une administration parenterale, intranasale ou intraoculaire, on utilise 

des suspensions aqueuses, des solutions salines isotoniques ou des solutions steriles 
5 et injectables qui contiennent des agents de dispersion et/ou des agents mouillants 

pharmacologiquement compatibles. On peut utiliser, comme excipient, l'eau, des 

alcools, des polyols, le glycerol, des huiles vegetales... 

Le principe actif peut etre formula egalement sous forme de microcapsules, 

eventuellement avec un ou plusieurs supports additifs. 
10 Pour le traitemeht de la douleur, la voie d' application topique est la voie 

d'administration pr6feree. Ici, les compositions selon l'invention peuvent etre 

presentees sous forme d'un gel, d'une pate, d'un onguent, d'une creme, d'une 

lotion, d'une suspension liquide aqueuse, aqueuse-alcool, d'une solution huileuse, 

d'ufte dispersion du type lotion ou serum, d'un gel anhydre ou lipophile, ou d'une . 
1 5 emulsion de consistance liquide ou semi-solide de type lait, obtenue en dispersant . 

r 

une phase grasse dans une phase aqueuse ou vice versa, ou de suspensions ou les * 
Emulsions de coherence(consistance) douce, semi-solide de la creme ou le type de ^ 
gel, ou alternativement de micro^mulsions, de microcapsules, de microparticules ou 
de dispersions vesiculates au type ionique et-ou nonionique. Ces compositions sont 

20 prepares selon des methodes standard. 

De plus, un tensioactif peut etre inclus dans la composition afin de pennettre 
une penetration plus profonde de la 3-m6thoxy-PREG. 

Parmi les ingredients envisages, l'invention comprend les agents permettant 
une augmentation de penetration choisis par exemple dans le groupe consistant en 

25 Thuile minerale, Tethanol, la triacetine, la glycerine et le glycol de propylene; des 
agents de cohesion sont choisis par exemple dans le groupe consistant en le 
polyisobutyldne, r acetate de polyvinyle, Falcool de polyvinyle et les agents 
d'epaississement. 

Ainsi, dans un premier mode de realisation, ledit medicament se presente 
30 sous forme injectable. 

Dans un autre mode de realisation, ledit medicament se presente sous forme 
permettant une prise orale. 
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D'une maniere prefe^e, ledit medicament comprend une quantite efficace 
de 3-methoxy-PREG, en particulier comprise entre 50 et 2500 mg par voie 
parenterale. 

Ledit medicament comprend preferentiellement une quantite efficace de 3- 
5 m&hoxy-PREG ou de molecule derivee de la pregnenolone presentant une fonction 
3-mahoxy, telle que la quantite administree au patient soit comprise entre 1 et 100 
mg / kg. 

Une quantite efficace de 3-methoxy-PREG est une quantite qui permet la 
stabilisation et/ou polymerisation des microtubules apres administration a l'hdte. 

10 Ainsi, l'administration d'une quantite efficace de 3-methoxy-PREG aboutit a 
Amelioration ou l'elimination de la maladie. La quantite de 3-methoxy-PREG 
administree a l'hote variera en fonction de facteurs, y compris la taille, l'age, le 
poids, la sante generale, le sexe, le regime alimentaire et le moment de 
l'administration, la duree ou les particularites de la maladie associee a la 

15 depolymerisation/destabilisation des microtubules. Par exemple, le dosage devra 
realiser, au niveau du site d'action, une concentration de 1'ordre de 0,5 a 100 uM. 
L'ajustement des doses est bien connu de l'homme du metier. 

L'invention se rapporte done a une utilisation therapeutique de la 3- 
methoxy-PREG. L'invention se rapporte done a ce compose en tant que 

20 medicament. 

Une composition pharmaceutique, comprenant de la 3-methoxy-PREG, ou 
un compost derive de la pregnenolone ayant une fonction 3-methoxy, en tant que 
principe actif, et un excipient pharmaceutiquement acceptable, est egalement un 
objet de l'invention. 

25 La Demanderesse a mis en evidence l'activite de la 3-methoxy-PREG pour 

stabiliser et/ou induire la polymerisation des microtubules d'une cellule. 

Ainsi, d'une facon plus generale, l'invention se rapporte a une methode pour 
augmenter la stabilisation et/ou induire la polymerisation des microtubules dans une 
cellule comprenant l'etape d'exposer ladite cellule en presence de 3-methoxy- 
~30 — PREG, a une concentration d'environ 0^-aTOO uM, de preference 0,5 a 50-pMrLa- 
polymerisation des microtubules peut etre indiquee et reperee par un immuno- 
marquage de la proteine MAP2 associee a ces microtubules. De fa9on preferee, 
cette methode est mise en oeuvre in vitro, mais peut etre mise en oeuvre in vivo, ou 
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ex vivo (sur des cellules isotees d'un patient, traitees in vitro et reinjectees) dans 
certains cas. 

L' invention se rapporte egalement a une methode pour augmenter la pousse 
des neurites dans une cellule comprenant l'etape d'exposer ladite cellule en 
5 presence de 3-methoxy-PREG, k une concentration d'environ 0,5 k 50 |xM. Cette 
methode est egalement mise en oeuvre in vitro de fa9on preferee, sans exclure 
d'autres modes de mise en oeuvre si besoin est. 

L'invention a egalement pour objet une methode pour reduire la 
depolym6risation des microtubules et/ou la retractation des neurites dans une 
10 cellule, comprenant l'etape d'exposer ladite cellule en presence de 3-methoxy- 
PREG, k une concentration d' environ 0,5 a 50 \iM. Cette methode est egalement 
mise en oeuvre in vitro de fa?on preferee, sans exclure d'autres modes de mise en 
oeuvre si besoin est 

L'invention se rapporte aussi a une methode pour le traitement et/ou la 
15 prevention d'une maladie induite ou accompagn£e par une d6polymerisation des 
microtubules chez un patient comprenant Petape d'administration d'une quantite 
efficace de 3-methoxy-PREG audit patient, ou k une methode pour le traitement 
et/ou la prevention d'une maladie ou d'une lesion neurodegenerative chez un 
patient comprenant Petape d' administration d'une quantite efficace de 3-methoxy- 
20 PREG audit patient. 

Enfin, une methode pour le traitement d'un patient apr£s compression ou 
traumatisme medullaire comprenant l'etape d'administration d'une quantite efficace 
de 3-methoxy-PREG audit patient, est egalement objet de Pinvention. 

25 DESCRIPTION DES FIGURES 

Figure 1 : Cinetique de polymerisation des microtubules in vitro: effets de la PREG 
(pregnenolone) et de la molecule 43B. (3-methoxy-PREG). Un melange de MAP2 et 
de tubuline purifiees est effectue en presence de GTP a 4°C dans une cuvette de 
spectrophotometre. La polymerisation est induite par chauffage a 37°C et suivie par 

30 Paugmentation de densite optique (DO) indicatrice de la quantite de polymeres 
formes. En presence de PREG et de la molecule 43B, le temps de latence est 
diminue alors que la vitesse de polymerisation et la quantite de microtubules sont 
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nettement augmentees comparativement a la cinetique teraoin (control) en presence 
de solvant seul. 

Figure 2 : Effet de la PREG et de la 3-methoxy-PREG (43B) sur la longueur 
moyenne des neurites des cellules PC12. Les cellules PC12 ont 6t6 cultivees 
5 pendant 3 jours en presence de NGF (1 0 ng/ml) avec ou sans (temoin) addition des 
molecules PREG ou 43B (30uM)- Chaque molecule a ete testee sur trois puits de 
culture. Les mesures ont ete effectuees a l'aide du logiciel Scion Image sur 200 
cellules par puit. 

Figure 3 : Relation dose-effet de la molecule 43B sur la longueur moyenne des 
1 0 neurites des cellules PC 1 2. Les cellules PC 1 2 ont 6t6 cultivees en presence de NGF 

(10 ng/ml) et de concentrations croissantes de 3-m&hoxy-PREG (43B). La longueur 

des neurites a ete mesuree sur 200 cellules par puit apres 2, 5 et 8 jours de culture. 

Figure 4 : Immuno-marquage de MAP2 associe aux microtubules des cellules PC- 

12 traitees avec PREG ou 3-methoxy-PREG. Les cellules PCI 2 ont ete cultivees en 
1 5 presence de NGF (10 ng/ml) et de PREG ou 3-methoxy-PREG (20 uM). Elles ont 

€t€ fixees et exposees a des anticorps anti-MAP2 qui visualisent exclusivement 

MAP2 associee aux microtubules. 

Figure 5 : Retraction des neurites induite par le nocodazole. Apres 7 jours de culture 
en presence de NGF (10 ng/ml), les cellules ont 6t6 pretraitees pendant une heure 

20 avec la PREG (30uM) ou 43B (30uM), puis exposees au nocodazole pendant 15 
min. (colonnes blanches : solvant DMSO seul ; colonnes grises: Nocodazole). 
Figure 6 : Effet de la molecule 43B sur la recuperation locomotrice des rats apres 
une compression medullaire. La locomotion des animaux a 6te dvaluee en aveugle 
dans l'intervalle 1-28 jours apres l'operation par le score BBB qui evalue le degre 

25 des paralysies (il est d'autant plus 61ev<§ que la recuperation est meilleure). 
Signification statistique : * : p<0.001 ; ** : p<0.0001 

Figure 7 : Cinetique d'apparition de la 3methoxy-PREG (43B) dans le cerveau et la 

moelle 6piniere des rats apres une injection sous cutanee (12mg/kg) de 43B en 

solution dans de Phuile de sesame. 
_30 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer l'invention. 
EXEMPLES 

Exemple 1 : synthase de la 3-methoxv-PREG 
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10 g (52 mmol) de p-toludnesulfonyl chloride sont ajoutes a une solution de 
5g (15,8 mmol) de pregnenolone dans 30 ml de pyridine. L'ensemble est laisse sous 
agitation pendant 14 heures, puis verse dans 100 ml d'eau distillee. Apres 
refroidissement du milieu reactionnel a 0°C, P ensemble est filtre et le solide blanc 
5 obtenu est s6ch6 sous vide pour fournir 7,4 g (98%) de tosylate de pregnenolone. 

Les 7,4 g de tosylate de pregnenolone sont portes au reflux du methanol (50 
ml) pendant 4 heures. Apr£s refroidissement et evaporation du solvant, le brut 
reactionftel est repris dans 100 ml d'ethyle et lave 3 fois avec 100 ml d'une solution 
10 % de bicarbonate de sodium. Apr£s sechage de la phase organique sur Na2SC>4, 
10 celie-ci est evaporee & sec sous pression reduite pour fournir 5,2g (100%) de 3- 
methoxy-PREG sous forme d'une poudre blanche. 

La pregnenolone peut etre obtenue & bas prix de sources commercials. 

Exemple 2 : Test d'activite de la 3-methoxy-PREG. Comparaison avec la 4 
15 PREG 

Ce test mesure in vitro Teffet de molecules sur la polymerisation des * 
microtubules induite par MAP2. Cette polymerisation se produit quand des f 
proteines MAP2 et de la tubuline sont meiangees h des concentrations adequates en $ 
presence de GTP. Elle s'accompagne d'une augmentation de la densite optique 

20 mesuree k 345 nm pendant 15 k 30 minutes avec un spectrophotom^tre UNICON 
thermostate a 37°C (figure 1). 

On voit que la molecule 43B, correspondant h la 3-methoxy-PREG, active la 
polymerisation des microtubules comme la pregnenolone (PREG). D'autres 
molecules, comme la progesterone et le sulfate de pregnenolone, ne la stimulent pas 

25 mais sont antagonistes de la PREG (non montre). 

Exemple 3 ; modules eel hi la ires 

Ejfet des moUcules sur la croissance neuritique 

Pour tester Peffet sur la croissance neuritique de molecules selectionnees, 
30 nous avons utilise dans un premier temps la lignee PC 12 qui est employee depuis 
longtemps pour de nombreuses recherches en neurobiologie. Les cellules de cette 
lignee, issue d'un pheochromocytome de rat, forment, en presence de NGF (Nerve 
Growth Factor, facteur de croissance nerveux), des prolongements neuritiques 
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contenant des microtubules auxquels sont associees des MAPs. La croissance de ces 
prolongements est stimulee par l'addition de PREG. En presence de PREG [30uMJ, 
l'augmentation de la longueur moyenne des neurites apres 4 jours de culture atteint 
60%. Le screening d'autres steroTdes naturels ou synthetiques de synthese a permis 
5 de selectionner plusieurs molecules presentant des effets superieurs a ceux de la 
PREG (Figure 2). En particulier, l'addition de la molecule 43B, qui peut etre 
facilement synthetisee a partir de la PREG, entraine une augmentation spectaculaire 
(pouvant atteindre 500%) de la longueur des neurites formes en presence de NGF 
(Figure 3). Cette croissance de neurites accompagne la stimulation par 43-B de 1' 
1 0 association de MAP2 aux microtubules Figure 4). 

Effet des steroides sur la resistance des microtubules au nocodazole 

Le nocodazole est un agent depolymerisant des microtubules. Son addition a 
des cultures de cellules PC 12, differenciees en presence de NGF, entraine une 
15 retraction des neurites resultant de la depolymerisation de leurs microtubules. Le 
pretraitement des cellules par la PREG ou par 43B rend les neurites resistants au 
nocodazole, en raison d'une augmentation de la stabilite des microtubules, 
condition neeessaire a la formation de longs neurites. (Figure 5). 

20 Exemple 4 ; Tests de toxicity 

Toxicite cellulaire 

Les tests de toxicite cellulaire sont realises en routine sur la lignee cellulaire 
PC12. Les premiers resultats obtenus montrent que la PREG et le 43B ne presentent 
pas de toxicite a des concentrations allant jusqu'a leur limite de solubilite (environ 

25 50uM). 

Toxicite in vivo 

L'injection joumaliere pendant 1 mois de 48mg/kg de 43B (soit 4 fois la 
dose active dans les traumatismes medullaires) n'a affecte ni le poids moyen ni le 
comportement des rats. 

-36 

Exemple 5 ; Experiences in vivo - Traumatismes medullaires 
Modele de contusion medullaire 
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Pour determiner les effets neuroprotecteurs des molecules testees, un module 
de compression meduilaire est utilise Ce module entraine une paraiysie totale des 
animaux les premiers jours suivant Top6ration. Cette periode de paraiysie est suivie 
d f une phase d'environ trois semaines pendant laquelle les animaux r^cuperent 
5 partiellement leur fonction motrice. L'etude de cette recuperation k Taide d'un test 
fonctionnel simple et precis reposant sur I'observation des animaux (BBB score) 
permet d'etudier la vitesse et le degre de recuperation des animaux avec ou sans 
traitement. 

Deux groupes de rats ont subi une compression meduilaire. Les animaux ont 
1 0 ensuite re9U pendant 2 semaines, une injection sous-cutanee quotidienne contenant, 
soit de Thuile de sesame seule (groupe temoin, n=20), soit de Thuile de sesame 
contenant la molecule 43B (groupe 43B, n=20 ; 12mg/kg/jour). La premiere 
injection a 6t6 effectuee 5 min apr£s la compression meduilaire. La locomotion des 
animaux a 6t6 evaluee en aveugle 1, 4, 7, 14, 21 et 28 jours apres 1'operation par le 
15 score BBB. Trois animaux ont dft £tre exclus de Tetude dans chaque groupe. 
L'analyse statistique des r£sultats par le test non param&rique de Mann- Whitney 
montre que les animaux traites avec 43B presentent des resultats tr£s 
significativement superieurs aux animaux temoins des le septi&me jour apres 
Toperation (Figure 6). 

20 

Exemple 6 : Experiences in vivo — Ischemie c6rebrale 

Deux modeies d* ischemie cerebrale chez le rat ont ete developpes. 
Le premier est un modele d' ischemie focale permanente ou transitoire de 
Tartere cerebrale moyenne par electrocoagulation ou clampage (evaluation de la 
25 neuroprotection par quantification du volume de la zone tesee). 

Le deuxieme est un module d' ischemie cerebrale globaie et transitoire. Ce 
modele est realise chez le rat en eiectrocoagulant et sectionnant les arteres 
vertebrates puis en clampant les arteres carotides pendant une dur6e de 15 min 
(evaluation de la neuroprotection et de Paugmentation de la plasticite cerebrale par 
30 quantification de la perte neuronale dans la zone CA1 de l'hippocampe et par des 
tests de memoire). 
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Exemple 7 : Experiences in vivo - Module de majadie neurodegenerative de 
type Alzheimer (souris transg^niques) 

Afin d'evaluer le potentiel therapeutique de 43B pour le traitement des 
maladies neurodegeneratives de type Alzheimer, on peut utiliser une lignee 
5 homozygote de souris transgeniques, telles les souris decrites par Gotz, (EMBO J. 
1995 Apr 3;14(7):1 304-13). 

Ces souris expriment l'isoforme humaine la plus longue de la proteine tau. 
Elles presentent des symptomes de dysfonctionnement neurologique qui se 
traduisent par une faiblesse musculaire et une diminution de la coordination motrice 
10 correiees histologiquement a Papparition de neurites anormaux et de proteines tau 
hyperphosphorylees comme dans la maladie d* Alzheimer. Cette phosphorylation 
pathologique diminue Taffinite de tau pour les microtubules et favorise son 
agregation. 

En traitant ces souris avec des molecules qui augmentent la stabilite des 
15 microtubules, on cherche k augmenter la proportion de proteine tau associee aux 
microtubules et de retarder ainsi Papparition des sympt6mes. 

Exemple 8 : Experiences in vivo - Performance mnesique 

Deficit mnisique induit par la colchicine 

20 La colchicine, une substance qui depolymerise les microtubules sans bloquer 

la synthese proteique, est injectee a des doses faibles qui n'induisent pas de mort 
neuronal dans Phippocampe de rat. Ces injections entrament un deficit 
d'apprentissage resultant d'une depolymerisation durable des microtubules. 
L'objectif est de tester l'effet des molecules stabilisatrices des microtubules sur les 

25 deficits mnesiques et les lesions histologiques de l'hippocampe induits par la 
colchicine. 

Deficit mnesiques an conrs da vieillissement 

Les etudes sur le vieillissement sont realisees sur des rats ages presentant 
des deficits mn6siques. L'objectif de cette experimentation est de pallier ces deficits 
-30 — pm*-mi^itement^l^mque-avee-nos-meleeulesT 

Les experiences de memoire en deux etapes sont bashes sur Texploration 
spontan§e~ae Ta nouveaut6' et adapTSes des exp^nen^^^eSitesnp^Dellir^ralT 
(1992, Brain Res., 588, 132-9) et Ladurelle et ah (2000, Brain Res., 858, 371-9). 
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Les enseignements techniques de ces deux publications concernant les tests de 
m&noire spatiale utilisant des labyrinthes sont inclus par reference a la prdsente 
demande. 

5 Exemple 9 : Pharmacocin^tique 

La pharmacocin&ique des molecules testes in vivo est r6alis6e par 
des dosages effectu^s par chromatographie en phase gazeuse coupl6e a la 
spectrometrie de masse (GCMS) 

Une etude a et6 rSalisee avec la PREG et la molecule 43B. Son principal 
10 objectif 6tait de d^montrer que la molecule 43 B passait la barri&re 
h&natoenc£phalique. 

On a injecte les rats soit avec la PREG, soit avec 43B diluees dans de Phuile 
de sesame et dos6 par GCMS la quantite de PREG ou de 43B dans differents 
organes lh, 4h ,8h et 24h aprfes Pinjection (12mg/kg dans 0.5ml d'huile de sesame ; . 
1 5 injection en sous-cutanee). t 
Les rSsultats prdsentes figure 7 montrent que. la molecule 43B p6n6tre £ 
rapidement dans la moelle 6pini£re et le cerveau des rats injectds, et tend a s'y 
accumuler. . * 

20 Ces resultats obtenus in vitro et in vivo montrent bien que la molecule 43B 

(3-methoxy-PREG) donne des resultats spectaculaires sur la croissance des neurites 
en culture et sur le module de compression m&Iullaire. 

Exemple 10 : autres molecules selon P invention 

25 Les indices de liaison et d'activite sont exprim6s en % par rapport a la 

PREG. 

La liaison (affinity) est mesuree par deplacement de la PREG- 3 H. 

U activity est mesuree par Paugmentation de density optique a 345nm d'un 
melange de tubuline et de MAP2 purifiSes, incub^es h 37°C en presence de GTP. 
30 La stimulation de la pousse neuritique est effectu^e sur les cellules PC 12 

dif¥£renci€es en presence de NGF lOng/ml et du st^roide a tester 30 \xM pendant 3 
jours. Pour chaque condition, la longueur moyenne de 200 neurites, le plus long de 
chaque cellule, est mesuree sur 3 cultures simultanSes, 
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Les resultats sont represents par 1, 2 ou 3 + selon que la stimulation est 
inferieure, egale ou superieure a celle produite par la PREG. 



Steroide 


A/finite 


Activite 


Pousse 
neuritique 










Pregnenolone (PREG) 


100 


100 


++ 


3 f3-methoxy-pregna-5-ene-2Q-one 


100 


1 AA 
1UU 


i t i 


3 j3-methoxy-pregna~5-ene-20-one- 
1 7 a-dichloromeihyl 


53 


111 
1 1 J 


4-4-4- 
TTT 


3f$-methoxy-5a-i>Y&gnane-20-one 


87 


10 


+++ 


3 p-methoxy-5 a-pregnane -20f3-ol 


65 


65 


++ 


PREG-16a-methyl 


80 


70 


++ 


PREG-16j3^tnethyl 


63 


67 


(++) 


3 j3-hydroxy-pregna-5, 1 4-diene- 
20-one 


102 


50 


+ 


PREG- 16 a, 1 7a-epoxy 


41 


54 


+ 


PREG-1 6 a, 1 7a-^nethylene 


62 


49 


+ 


Pr6gna-5-tne-3p,20p^dioL20- 
acetate 


60 


108 


++ 


3f3~hydroxy-5 a-pregnane-20-one- 
16a-methyl 


57 


53 


(+) 



Ces resultats demontrent l'efficacite d'autres molecules derivees de la 
5 pregnenolone pour stimuler la polymerisation des microtubules induite par MAP2, 
ou la pousse neuritique. 
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Revendications 
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1. Utilisation de la 3-methoxy pregnenolone ou d'une molecule derivee de la 
pregnenolone portant une fonction 3-methoxy ou presentant une fonction 3' 
pouvant etre convertie en 3 -methyl-ether pour la preparation d'un 
medicament destine a traiter une lesion aigue ou une maladie degenerative 
du systeme nerveux, ladite molecule presentant la formule I : 



RO 
dans laquelle : 

R = HouCH 3 ; 





® represente ^ ou 
Rl - -CO- ; -CH(OH)- ou -CH(0-COCH 3 ) 
R2 = HouCHCl 2 , 
R3=HouCH 3 ,ou 
R2 et R3 forment ensemble un cycle : 




b 



ou 



Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite maladie est 
choisie dans le grpupe constitue de la maladie d s Alzheimer, la maladie de 
Parkinson, la perte de m£moire induite par des Page, la perte de memoire 
induite par la prise de substances, une lesion traumatique, une lesion 
cerebrale, une lesion de la moelle epinidre, en particulier une compression 
medullaire, Pischemie, la douleur, notamment la douleur nevritique, la 
degenerescence nerveuse, et la sclerose en plaques. 
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Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caractdrisee en ce que ledit 
medicament comprend egalement un excipient permettant de formuler ladite 
3-methoxy-pregnenolone ou molecule derivee pour traverser la barriere 
hemato-encephalique. 

4. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que ledit 
medicament se presente sous forme injectable. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracteris6e en ce que ledit 
medicament se presente sous forme permettant une prise orale. 

6. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que R est 
un groupement CH3. 

7. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que ladite 
molecule est la 3-methoxy-PREG. 

8. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 7, caracteris6 en ce que ledit 
medicament comprend une quantite de 3-methoxy-pregnenolone ou de 
molecule d6rivee comprise entre 50 et 2500 mg. 

9. 3-methoxy-pregnenolone en tant que medicament. 

10. Composition pharmaceutique, comprenant de la 3-methoxy-pregnenolone 
ou une molecule derivee de la pr6gnenolone portant une fonction 3-methoxy 
ou presentant une fonction 3' pouvant etre convertie en 3-methyl-ether, de 
formule generate I en tant que principe actif, et un excipient 
pharmaceutiquement acceptable. 

11. Methode in vitro pour augmenter la stabilisation et/ou induire la 
polymerisation des microtubules dans une cellule comprenant l'etape 
d'exposer ladite cellule a la presence de 3-metboxy-pregnenolone, a une 
concentration d'environ 0,5 a 50 jamol. 

12. Methode in vitro pour augmenter la pousse des neurites dans une cellule 
comprenant l'etape d'exposer ladite cellule a la presence de 3-methoxy- 
pregnenolone, a une concentration d'environ 0,5 a 50 umol. 
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